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【研究の目的】
シクロホスファミド(CTX:cyclophosphamide)はDNA鎖問架橋を形成しDNA複製を
妨げることでアポ トー シスを誘導するアルキル化剤であり、増殖速度の速い腫瘍細胞や
リンパ球に対して細胞傷害的に作用する。低容量のCTXは血中やリンパ組織中の制御性
T細胞(特egi regilatory T celDを減少させ、細胞傷害性T細胞(CTLi cytolytic T
lymphocyte)やナチュラルキラー(NKi natural killeD細胞による抗腫瘍免疫を改善する
と報告されている。一方で、高容量(100‐200 mg/kg)のCTXは自己免疫疾患などに対す
る免疫抑制療法に使用されてきたが、抗腫瘍免疫との関連はいまだ明らかでない。そこ
で、本研究では高容量のCTXが誘導する抗腫瘍効果における細胞性免疫の関与を、マウ
ス皮下肝癌モデルを用いて検討した。
【方法】
ヤウスは5～7週齢の雄BALB/cマウス、胸腺欠損ヌー ドマウス、CCR5ノックアウ
ト(CCR5‐た)マウスを用いた。5×105個のマウス肝癌細胞株BNLlME A.7R。1(BNL)を8
週齢マウスの左側腹部皮下に注射して、腫瘍結節を形成した。腫瘍容積が40～80 mm3
に達した時点で高容量CTX(150 mg/kg)を腹腔内投与した。一部の実験ではCTX投与後
DaylおよびDaデ14に抗CD4算体または抗CD8抗体を腹腔内投与した。牌細胞の養子
移入実験ではCFSEで標識した 1.0×107個のCD45,1コンジェニックマウス牌細胞を
CD45.2野生型マウスに尾静脈注射した。CTX投与後の腫瘍、所属リンパ節、牌臓より
単離した細胞をLAMP1/CD107aを含む各種の蛍光抗体で標識し、フローサイトメトリ
ー法(FCM)で解析した。また、定量的RT‐PCRおよびELISAを用ぃて腫瘍内のgranzyme
Bやperforin、ケモカインの発現を解析した。
【結果】
高容量CTXの投与により野生型マウスのBNL腫瘍は完全に消失した。ひき続いて、
BNL細胞を再注射したが生着せず、腫瘍特異的免疫が誘導されたことを確認した。これ
に封して、ヌードマウスおよび抗CD4抗体を投与したマウスではすべての腫瘍が再増大
し●く0.05)、CTXによる腫瘍退縮にCD4+T細胞が不可欠であることが示された。また、
腫瘍組織の検討において、CD4+T細胞の表面に細胞傷害顆粒膜蛋白LAMP1/CD107aの
発現上昇を認めた。免疫蛍光法では CD4+T細胞にgranzyme Bの共在を認めた。これ
らの結果より、CTX投与により腫瘍内に細胞傷害性 CD4+T細胞(CD4+cTL)が増加 し、
腫瘍消失に関与 したことが示唆された。
腫瘍内にCD4+cTLが増加する機序を検討するため、CFSEで標識したCD45。1コン
ジェニックマウス牌細胞をCD45。2野生型マウスに尾静脈注射した。CTX投与4日後に
腫瘍内にCFSE標識CD4+T細胞の浸潤を認めたものの増殖を認めなかつた(P<0.01)。7
日後には所属リンパ節と腫瘍内でCD4+T細胞の増殖を認めた●く0,05)。腫瘍内に浸潤し
たCD4+T細胞は増殖の有無にかかわらず LΔMP1/CD107aを発現していた。CD4+CTL
の腫瘍内への動員にかかわるケモカインの発現を検討 したところ、CTX投与後に
mRNA、タンパクレベルでCCL3の上昇を認めた(Pく0.05)。そこでCCL3の受容体CCR5
のノックアウ トマウスに腫瘍を形成 しCTXを投与すると、野生型に比べ有意に腫瘍の再
増大を認めた●く0,05)。さらにCCR5サマウス由来の牌細胞の移入では、野生型に比べ腫
瘍内へのCD4+cTLの動員が減少した●く0。05)。以上の実験より、CTXの作用によつて
腫瘍細胞におけるCCL3産生が克進し、腫瘍内にCCR5陽性CD4+cTLが誘導されるこ
とで特異的免疫反応が発揮されたものと考えられる。
【考察】
本研究結果から、肝癌に対する高容量CTXの抗腫瘍効果にCD4+cTLを介した細胞性
免疫反応が深く関与していることが明らかとなつた。腫瘍内に浸潤したCD4+T細胞に発
現していたLAMP1/CD107aは、細胞質のリンノームが細胞膜表面に融合する際に出現
する細胞傷害顆粒膜蛋白であり、CD8+CTLやNK細胞等の有用なマーカーとして知ら
れている。これより、腫瘍内のCD4+T細胞はCD8+CTLと同様に細胞傷害活性を呈す
るCTL細胞分画であると考えられる。CD4+cTLは、Thlサブセットとは異なり、ヘル
パーT細胞の主要制御因子ThPOKが抑制されることで、CD8関連遺伝子が活性化し細
胞傷害活性を獲得したものと報告されている。CD4+CTLへの分化には、CTXによつて
腫瘍細胞から放出されるIL‐2とI型インタ‐フェロンが関与することが知られている。
さらに本研究ではCTXにより月重瘍組織からのCCL3産生が克進することによつて、
CCR5陽性CD4+T細胞の浸潤が促進されることを観察した。ひき続いて、浸潤CD4+T
細胞がCD4+CTLに分化することによって、肝癌細胞に丹する抗腫瘍効果に寄与したと
考えられる。         、
【結論】
高容量CTXによる抗腫瘍作用に関して、LAMP1/CD107a発現CD4+CTLが月重瘍内に
動員されることによつて、腫瘍特異的免疫反応を発揮することが示された。さらに本研
究の結果より、CD4+cTLの動員に関わるケモカインCCL3などの走化性因子を制御す
ることによつて、癌化学療法における抗腫瘍効果を増強できる可能性が示唆された。
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